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Description 

L'invention a pour objet des sequences de nucleotides codant pour des polypeptides dotes d'une 
activite larvicide vis-a-vis de iepidopteres. 
5 Elle vise plus specialennent des nnoyens. en particulier des sequences nucleotidiques. des polypeptides 
ou encore des vecteurs. ou des souches bacteriennes. modifies par ces sequences et exprinnant des 
polypeptides pernnettant de preparer des compositions larvicides actives vis-a-vis de Iepidopteres. de 
preference vis-a-vis de Spodoptera littoralis (ci-apres S.littoralis ) ou Mamestra brassicae (ci-apres designee 
par M. brassicae) ou capables de transformer les plantes a traiter en leur conferant ce type d'activite. 
10 On sait que la plupart des isolats de B.thuringiensis presentent une activite toxique a regard de larves 
de plus de cent especes de Iepidopteres. 

Cette activite resulte, de la capacite des souches de B.thuringiensis a synthetiser. au moment de la 
sporulation, des inclusions cristallines de nature proteique. ou 5-endotoxines. sous le controle d*un ou 
plusieurs types de genes. 

;5 On a montre que I'activite de ces polypeptides est contenue dans la moitie NH2-terminale ou N- 
terminale de la proteine. 

Les travaux realises ont montre la specificite elevee des 5-endotoxines vis-^-vis de larves d'une espece 
donnee. 

En raison de cette specificite elevee, de nombreuses especes de Iepidopteres, notamment de la famille 
20 des Noctuelles, ne reagissent que faiblement aux preparations commerciales de B.thuringiensis disponibles. 
II en est ainsi en particulier de I'espece S.littoralis . insecte polyphage qui constitue le principal parasite 
du coton et d'autres cultures industriellement importantes. Parmi ces cultures, on citera 'e maVs. le ricin, le 
tabac. I'arachide, des plantes fourrageres, telles que le trefle ou la luzerne. ou encore des produits 
maratchers comme le chou ou la tomate. 
25 On congoit done Tinteret de disposer de moyens ciblant specifiquement et efficacement la famille des 
Noctuelles et notamment S.littoralis ou M. brassicae . 

Les genes de 5-endotoxines identifies a ce jour, ne codent pas pour un polypeptide actif preferentielle- 
ment a regard de S.littoralis . 

Dans une publication dans "Molecular Biology of Microbial Differentiation" p.2l 7-222, Sept. 1984, Klier 
30 et al. ont decrit Texpression dans E.coli d'un fragment Bam HI de 13 kb d'un gene d'une proteine du crystal 
de B.thuringiensis aizawai 7.29. Ce fragment d'ADN exprime un polypeptide d'environ 130 kDa. 

La recherche par les inventeurs d'une sequence de nucleotides codant pour un polypeptide actif de 
preference vis-a-vis des Noctuelles, plus specialement vis-a-vis de S.littoralis . les a conduits h etudier les 
isolats naturels de deux souches de B.thuringiensis dont I'activite larvicide sur S.littoralis apparalt plus 
35 elevee que celle des preparations industrielles faites k partir d'autres souches de B.thuringiensis . 
II s'agit des souches aizawai 7-29 et entomocidus 6-01. 

L'etude de ces isolats a permis de mettre en evidence I'existence de plusieurs genes de 5-endotoxines 
de structures differentes el de specificttes differentes. dont deux g^nes preferentiellement actifs centre 
P. brassicae mais peu actifs vis-^-vis de la Noctuelle du coton et un g§ne inactif vis-^-vis de P.brassicae et 
40 de S.littoralis . 

En etudiant I'ADN total de ces isolats et en effectuant des hybridations appropriees. suivies du clonage 
des fragments identifies par hybridation, les inventeurs ont constate qu'il est possible d'isoler des 
sequences nucleotidiques impliquees dans des g^nes de 6-endotoxines codant pour des polypeptides 
actifs, de. preference contre S.littoralis . 
45 L'invention a done pour but de fournir des sequences nucleotidiques capables de coder pour au moins 
la partie NH2-terminaie d'une 5-endotoxine toxique contre les Noctuelles, de preference contre S.littoralis ou 
M. brassicae . 

Elle a egalement pour but de fournir un polypeptide toxique ^ regard des Noctuelles. 

L'invention vise en outre un proced^ d'obtention d'une telle sequence et d'un polypeptide presentant 
50 I'activite recherchee ainsi que les moyens intermediaires tels que vecteurs et souches bacteriennes 
utilisables pour I'obtention du polypeptide. 

L'invention vise de plus tes applications de ces sequences et polypeptides pour I'elaboration de 
compositions larvicides I'egard des Noctuelles. en particulier de S.littoralis et pour la transformation des 
plantes susceptibles d'etre infectees par ces larves. 
55 L'invention concerne une sequence de nucleotides codant pour au moins une partie de la region N- 
terminale d'un polypeptide toxique de fagon specifique vis-^-vis des larves de Iepidopteres de la famille 
des Noctuelles, de preference vis-^-vis de S.littoralis . caracterisee par sa capacite d'hybridation avee un 
gene capable d'exprimer un polypeptide toxique vis-^-vis de larves de S.littoralis . 
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Selon un autre aspect de I'invention. la sequence nucleotidique est caracterisee en ce qu'elle est portee 
par une sequence de nucleotides d'environ 3kb telle qu'obtenue par recombinaison genetique in vitro de 
sequences de nucleotides de B.thurlngiensis capables de s'hybrider avec des sondes i . 2 et 3 de pHTA2 
rapportees sur la figure 2. Le fragnnent de 3kb correspond plus specialennent au fragment de restriction 
5 HindlH-Pstl. 

Les sequences de nucleotides de I'invention sont. en outre, caracterisees en ce qu'elles connportent 
des sites dans I'ordre suivant : Hind lll - Hind i - Bglll Kpnl - Hind lll - PstI . 

De nnaniere preferee. ces sequences de nucleotides sont obtenues par reconnbinaison genetique in vitro 
de sequences d'ADN provenant d*au moins une souche de B.thuringiensis . Dans une variante de realisation 
10 de I'invention, deux souches diiferentes de B.thuringiensis sont nnises en oeuvre. 

Des souches de B.thuringiensis particulierennent appropriees pour I'obtention de ces sequences de 
nucleotides sont les souches correspondant a aizawai 7-29 et entonnocidus 6-01, deposees le 21 Avril 1987 
respectivement sous les n* 1-661 et n* 1-660 a la Collection nationale de Culture de Microorganismes 
(C.N. CM.) a Paris. 

;5 D'une nnaniere avantageuse. les sequences de nucleotides de I'invention codent pour un polypeptide 
capable de fornner un complexe imnnunologique avec des anticorps dirtges centre des polypeptides 
presentant I'activlte larvicide a regard de S.littoralis . 

Une sequence de nucleotides selon I'invention est caracterisee en ce qu'elle a la capacite de s'hybrider 
avec une sonde formee a partir de la sequence (I) presentant I'enchaTnement suivant : 

20 

52 

CTC TAG TTC ACA CCC CTA CCA ACA TAA TCC CTC AAT TTT AAA TAT CCC CCA TaT ATT CAT 

112 

ATT TTA TAA AAT TTC TTA CCT TTT TTC TAT TTT TTC ATA ACA TCT CTC ATA TCT ATT AAA 

ih . • 

25 TCC TCC'TAA TCA AAA ACA CTA TCA AAC TAT CAC AAC TTT CCT ACT TTA ATA AAA AAA CCC 

232 

ACC TAT TTT ATC CAC CAA AAT AAT CAA AAT CAA TCC ATA CCT TAC AAT TCT TTA ACT AAT 

292 

CCT CAA CAA CTA CTT TTC CAT CCA CAA CCC ATA TCA ACT CCT AAT TCA TCA ATT CAT ATT 

30 

352 

TCT CTC TCA CTT CTT CAC TTT CTC GfA TCT AAC TTT CTA CCA CCC CCA CCA TTT TTA CTT 

^12 

CCA TTA ATA CAT TTT CTA TCC CCA ATA CTT CCC CCT TCT CAA TCC CAT CCA TTT CTA CTA 

35 472 

CAA ATT CAA CAA TTA ATT AAT CAA ACA ATA CCT CAA TTT CCT ACC AAT CCT CCT ATT CCT 

532 

AAT TTA CAA ^CA TTA CCA AAC AAT TTC AAT ATA TAT CTC CAA CCA TTTAAA CAA TCC CAA 

592 

CAA CAT CCT AAT AAT CCA CAA ACC ACC ACC ACA CTA ATT CAT CCC TTT CCT ATA CTT CAT 

652 

CCC CTA CTT CAA ACC CAC ATT CCT TCC TTT CCA ATT TCT CCA TTT CAA CTA CCC CTT TTA 

712 

45 TCC CTT TAT CCT CAA CCC CCC AAT CTC CAT CTA CCT ATA TTA ACA CAT TCT CTa aTT TTT 

772 

CCA CAA ACA TCC CCA TTC ACA ACC aTA AAT CTC AAT CAA AAC TAT AAT ACA CTA ATT ACC 

832 

5Q CAT ATT CAT CAA TAT CCT CAT CAC TCT CCA AAT ACC TAT AAT CCC CCA TTA AAT AAT TTA 

892 

CCC AAA TCT ACC TAT CAA CAT TCC ATA ACA TAT AAT CCA TTA CCC ACA CAC TTA ACA TTC 

952 

ACT CTA TTA CAT ATC CCC CCT TTC TTT CCA AAC TAT CAC 

55 

Des sequences de nucleotides codant pour au nnoins une partie de la region N-ternninale d*un 
polypeptide toxique de manlere specifique vis-^-vis de larves de lepidoptdres de la famine des Noctuelles. 
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de preference vis-a-vis de S.nttoralis sont caracterisees en ce qu'elles connprennent renchainement (I) 
defini ci-dessus. 

O'une maniere avantageuse. la sequence de nucleotides caracterisee par renchainement defini ci- 
dessus code pour une partie d*un polypeptide ayant une activite larvicide vis-a-vis de S.littoralis plus elevee 
5 que celle d*es polypeptides codes par des isolats naturels actuellennent connus pour leurs effets vis-a-vis de 
S.littoralis . 

L'etude de cette sequence de nucleotides nnontre qu'elle est caracterisee par un codon d'initiation ATG 
situe en position 241 a partir duquel une phase ouverte de lecture de 750 nucleotides a ete identifiee. 

Cette sequence est egalement caracterisee par un site d'attachement des ribosonnes GGAGG en 
JO positions 230 a 234. 

Selon un autre aspect, la sequence de nucleotides de I'invention est caracterisee en ce qu'elle 
connporte. en annont du codon ATG. une sequence allant du nucleotide en position 137 au nucleotide en 
position 177. fortennent honnologue a la region trouvee par Wong et al. (1983) et decrit dans (16) en amont 
du gene du cristal de la souche kurstaki HD1 Oipel (BTK) et dont tes auteurs ont nnontre qu'elle contenait 
;5 trois promoteurs Btl, Btll et Ec qui sont respectivennent fonctionnels Chez B.thuringiensis et E.coli . 
L'homologie de ces sequences est d'environ 70%. 

L'inventton concerne egalennent une sequence de nucleotides codant pour la sequence (II) d'acides 
annines suivante : 

20 

nET CLU CLU ASN A SN CLN A5N CLN CTS ILE f«0 TYS ASH CYS LEU SER ASM 
fRO CLU CLU VAL LEU LEU ASP CLY CLU ARC ILE SER THR CLT ASN SEA SER I LE ASf ILE 

25 

SER LEU SER LEU VAL CLN PHE LEU VAL SER aSN PHE Val PRO CLY CLY CLY PM£ LEU VAL 
CLY LEU ILE ASP PM£ VAL TRP CLY ILE VAL CLY PRO SER CLN TRP ASP ALA PM£ LEU VAL 
CLN ILE CLU CLN LEU ILE ASN CLU ARC ILE ALA CLU PHE ALA ARC ASN ALA ALA ILE ALA 
ASN LEU CLU CLY LEU CLY ASM A$N PHE ASN ILE TYR VAL CLU ALA PmE LYS CLU TRP CLU 
35 CLU ASP PRO ASN ASN PRO CLU THR ARC TMR ARC VAL ILE ASP ARC PHE ARC ILE LEU A$P 
CLY LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PHE ARC ILE SER CLt PHE CLU VAL PRO LEU LEU 
SER VAL TYR ALA CLN ALA ALA ASN LEU MIS LEU ALA ILE LEU ARC ASP SER VAL ILE PHE 

40 

CLY CLU ARC TRP CLY LEU THR THR ILE ASN VAU ASN CLU ASN TfR ASM ARC LEU ILE ARC 
HIS ILE ASP CLU TYR ALA ASP HIS CYS ALA ASN THR TYR ASN ARC CLY LEU ASN ASN LEU 

45 

PRO LYS SER THR TYR CLN ASP TRP ILE THR TYR ASN ARC LEU ARC ARC ASP LEU THR LEO 
THR VAL LEU ASP ILE ALA ALA PME PHE PRO ASN TYR ASP 

50 

Une meilleure identification de la sequence de nucleotides isolee des souches ci-dessus, deposees a la 
CNCM a permis de constater que le nucleotide situe en position 273 est la guanine (G), I'acide annine 
resultant du codon GTA etant alors la valine. 

Or. la lecture du nucleotide correspondant ^ cette position 273 dans la demande FR.8708090 du lO juin 
55 1 987 avait conduit h mentionner la thynnine (T) et, connnne acide annine resultant du codon TTA. la leucine. 

Une autre sequence de nucleotides de I'invention est caracterisee par sa capacite d'hybridation avec 
une sonde formee a partir de la sequence (111) presentant i'enchainennent suivant : 
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De fagon particuli^re. des sequences de nucleotides de I'invention codant pour un polypeptide toxique 
55 de maniere specifique vis-^-vis des larves de lepidopt^res de la famille des Noctuelles, de preference vis- 
^•vis de S.littoralis comprennent ou sent constituees par renchaTnement (III) defini precedemment. 

UenchaTnement (III), compris dans la sequence de nucleotides de rinvention. contient 2711 nucleotides. 
Ce fragnnent comprend notamnnent le promoteur potentiel du g§ne de la 5-endotoxine active sur S.littoralis . 
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Entrent naturellement dans le cadre de la presente invention, des sequences de nucleotides modifiees 
par rapport aux enchainennents (I) ou (111) decrits ci-dessus, dans la mesure ou ces nnodifications ne 
generent pas des variations sensibles de la toxicite du polypeptide code par la sequence modifiee. vis-a-vis 
de S.littoralis . 

5 Ces modifications peuvent par exemple consister en des deletions, substitutions, recombinaisons. 

Ainsi les sequences de nucleotides (I) et (Ml) comportent en leur position 61 1 un nucleotide variable 

correspondant i'adenine (A) dans la sequence (I) et a la cytosine (C) dans la sequence (III). Ces nucleotides 

entrent dans la composition des codons respectifs GAA et GCA qui codent respectivement pour les acides 

amines acide glutamique (GLU) et alanine (ALA) dans les sequences respectives II et IV. 
to De meme toute sequence de nucleotides hybridable avec celle des enchatnements (I) ou (III), telle 

qu'obtenue par transformation enzymatique inverse de I'ARN correspondant ou encore par synthese 

chimique entre egalement dans le cadre des definitions de I'invention. 

La sequence de nucleotides de formule (111) commence par un codon d'initiation ATG situe en position 

241 et qui represente le debut d'une phase ouverte de lecture de 2470 nucleotides. 
15 L'invention concerne en outre une sequence de nucleotides caracterisee en ce qu'elle code pour un 

polypeptide comprenant la sequence (IV) d'acides amines ci-apres : 
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L'inventton se rapporte egalement aux vecteurs recombinants d'expression et de clonage comportant 
plus particuiiferement au moins une sequence de nucleotides telle que definie ci-dessus. en particuiier au 
55 moins une partie de la sequence d'environ 3kb. 

Un vecteur recombinant particuiier est par exemple un plasmide comprenant le fragment Hindlll-Pstl de 
la sequence de nucleotides de I'invention, insere dans un vecteur pUC9. Un premier vecteur prefere est le 
plasmide pHT7l dont la construction est rapportee dans les ensembles ci-apres. qui comprend un fragment 
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d'ADN Hind lll-Pstl selon I'invention constitue uniquement d'ADN provenant de la souche aizawai 7-29. 

Un autre vecteur recombinant est constitue par le plasmide pHT 671 dont la construction est donnee 
dans la figure 4. Ce plasnnide connprend un fragment Hind lH-Pstl chimera, obtenu en fusionnant un fragment 
d'ADN Hind lll- Hinc ll de 1,1 kb provenant de la souche entomocidus 6-01 avec un fragment Hinc ll-PstI de 
5 1.9 kb issu'de la souche aizawai 7-29. 

Entrent egalement dans le cadre de I'invention les souches bactertennes modifiees qui comportent 
Tune des sequences nucleotides definies ci-dessus ou encore un vecteur recombinant d'expression et de 
cionage defini precedemment. de preference le plasmide pHT 671 ou te plasmide pHT7l. 

I'invention vise en outre un polypeptide toxique vis-a-vis des larves de leptdopteres et de maniere 
70 preferentielle vis-a-vis de S.littoralis , s'attaquant aux feuiiles de coton ou des autres cultures telles ^ 
qu'enumerees ct-dessus. caracterise en ce qu'il est capable de former un complexe immunologique avec 
des anticorps diriges centre des polypeptides a activite larvicide vis-a-vis de S.littoralis . 

L'invention vise plus particulierement la partie NH2-terminale de ce polypeptide qui renferme l*activite 
larvicide. 

;5 L'extremite de la partie NH2-terminale active repond a la sequence (II) d'acides amines donnee ci- 
dessus. 

Un polypeptide prefere de I'invention est celui qui repond a cette sequence (II) et repond a la sequence 
(IV) d'acides amines donnee dans les pages precedentes. Ce polypeptide repondant a la sequence (IV) 
comprend 823 acides amines. Sa masse moleculaire calculee est de 92906 Da. 

20 Cette sequence de 5-endotoxine a ete comparee aux sequences en acides amines des 5-endotoxines 
provenant d'autres souches de B.thuringiensis actives sur les lepidopteres et dont les genes ont ete isoles 
et sequences precedemment : il s agit des 5-endotoxines des souches kurstaki HDI (19), kurstaki HD73 
(20). berliner 1715 (21) et (22) Sotto (23) et aizavyai IPL7 (24). 

Les resultats de ces comparaisons indiquent que toutes sont differentes dans le second quart de la 

25 molecule (acides amines 281 a 620) alors que la partie NH2 termiriale (acides amines 1 a 280) et le 
domaine COOH terminal (acides amines 621 ^ 1175) de la proteine sont tres conserves et ne different que 
par quelques acides amines. En revanche la 6-endotoxine correspondant a la sequence (IV) ci-dessus 
presente des differences importantes avec les autres 5-endotoxlnes, aussi bien dans la partie NH2 terminale 
(acides amines 1 a 280) que dans le second quart de la molecule (acides amines 281 a 620). Les resultats 

30 de ces comparaisons indiquent encore que la moitie NH2 -terminale de la molecule (acides amines 1 a 620) 
qui correspond a la fraction toxique de la proteine ne presente que 46% d homologie avec les autres 5- 
endotoxines. Les differences les plus importantes se situent dans la seconde moitie de la partie toxique de 
la molecule (acides amines 281 a 620) avec seulement 36% d'acides amines identiques. la partie NH2- 
terminale (acides amines 1 a 280) presentant quant a elle 58% d'acides amines identiques avec les autres 

35 5-endotoxines. De telles differences importantes n'ont jamais ete observees jusqu'a present dans la partie 
NH2 -terminale de la fraction toxique de la molecule, parmi les 5-endotoxines actives sur les lepidopteres. 

Pour obtenir une sequence de nucleotides entrant dans le cadre de I'invention, codant pour au moins la 
partie active d*un polypeptide presentant une toxicite specifique vis-^-vis de larves de lepidopteres de la 
famine des Woctuelles, de preference vis-^-vis de S.littoralis . on a recours, conformement a I'invention. aux 

40 etapes suivantes, h savoir : 

- la realisation d'une hybridation moleculaire entre d*une part une sequence de nucleotides d'une 
souche de B.thuringiensis active centre S.littoralis . et d'autre part au moins deux sequences de 
nucleotides, utilisees comme sondes, provenant de la partie 5' d'un fragment de restriction d'un gene 
de 5-endotoxine de B.thuringiensis . cette partie codant pour la partie NH2 -terminale du polypeptide 

45 actif sur les larves de lepidopteres et de la partie 3' de ce fragment codant pour la partie COOH du 

polypeptide, 

- risolement du fragment hybride, 

- son cionage dans un vecteur, suivi de sa purification. 

De maniere avantageuse, les sondes d'hybridation utilisees sont obtenues ^ partir d'un g§ne de 5- 
50 endotoxine provenant de la souche aizawai 7-29 codant pour une proteine de 130 kOa. active centre 
P.brassicae et inactive vis-ii-vis de SJittoraiis , ce gene ayant ete clone dans le plasmide recombinant 
pHTA2. 

Dans un mode de realisation du precede precedent, le fragment recombine au vecteur dans I'etape de 
cionage est elabore k partir d'un fragment de restriction Hindlll-Pstl provenant d'une unique souche de 
55 B.thuringiensis . de preference aizawai 7-29. En particulier ce fragment est porte preferentiellement par le 
plasmide recombinant pHTAB tel qu'isole a I'aide d'une sonde constituee par un fragment Pvull de 2kb du 
plasmide pBTl5-88 correspondant k la partie interne d'un g§ne du cristal chromosomique de la souche 
berliner 1715. k partir de clones transformants renfermant des sequences nucleotides issues de souches 
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B.thuringiensis actives vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de S.littoraiis . 

Dans un autre mode de realisation de I'lnvention, le fragment recombine au vecteur dans I'etape de 
clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de nucleotides issues de vecteurs recombinants 
contenant des sequences de nucleotides d'au moins deux souches differentes de B.thuringiensis . posse- 
dant les memes cartes de restriction et contenant elles-memes tout ou partie des sequences de nucleotides 
capables de coder pour un polypeptide actif, de maniere preferentielle. vis-a-vis de S.littoraiis . 

Dans ce cas. le fragment recombine utilise dans I'etape de clonage est un fragment de 3kb environ, 
elabore avantageusement a partir d'un fragment de restriction Hind llt- Hinc ll d'environ 1.1 kb provenant de la 
souche entomocidus 6-01 et d'un fragment Hinc ll-PstI d'environ i.9kb de la souche aiaawai 7-29. II 
correspond a un gene tronque de 5-endotoxine. 

Les fragments de restriction Hind lll- Hinc ll et Hinc ll-PstI sont portes plus specialement par les plasmides 
recombinants respectifs pHTE6 et pHTA6 tels qu'isoles a I'aide de la sonde constitute par le fragment 
Pvull dont question ci-dessus. 

L'etude de la toxicite. vis-a-vis des larves de lepidopteres, des souches bacteriennes modifiees a I'aide 
des sequences de nucleotides definies ci-dessus, a permis de mettre en evidence leur activite toxique 
etevee. notamment a regard des chenilles de S.littoraiis . 

Cette activite a ete appreciee au regard de Tindice de specificite correspondant au rapport 

CL50 S . littoralis 



CL50 P . brassicae 



dans lequel "CL50" represente la concentration lethale tuant 50% des larves en 72 heures. 

L'utilisation d'un tel indice permet d'evaluer I'activite des souches bacteriennes etudiees sans avoir a 
considerer le taux d'expression des polypeptides. 

Les resultats obtenus, qui sont rapportes dans les exemples qui suivent. et les valours de DL 50 qui en 
sont deduites, ont montre que les souches bacteriennes modifiees selon I'invention presentent une activite 
toxique vis-a-vis de S.littoraiis plus specifique que les proteines de cristal natives des souches azawai 7-29 
ou berliner 1715. 

L'invention vise done I'application. pour I'elaboration de compositions larvicides toxiques de preference 
vis-a-vis de S.littoraiis , de ces souches modifiees, de vecteurs recombinants renfermant les sequences 
nucleotldiques definies plus haut, en particulier du plasmide pHT67l et du plasmide pHT7l. et de ces 
sequences elles-memes, 

Les compositions larvicides de l'invention sont alors caracterisees en ce qu'eltes renferment une 
quantite efficace de polypeptides tels que definis ci-dessus ou exprimes par les sequences nucleotidiques 
evoquees plus haut. 

pour produire ces polypeptides on met avantageusement en oeuvre les genes tronques de 5-endotoxine 
correspondant aux sequences nucleotidiques de l'invention. 

Ces g§nes peuvent etre utilises pour produire en excfes le polypeptide toxique dans des microorgani- 
smes permettant I'expression des vecteurs recombinants ci-dessus. Des souches de microorganismes 
approprites comprennent E.coli ou encore B.subtilis . 

Ces g§nes tronques peuvent etre reintroduits dans les souches de B.thuringiensis ou dans des esp^ces 
apparentees telle que B.cereus , selon les techniques classiques. par exemple. par transformation, corijugai- 
son ou transduction. Ces techniques permettent de produire le polypeptide toxique en grande quantite sans 
avoir k modifier au pr§alable la region naturelle du promoteur des g^nes de 5-endotoxine de B.thuringiensis. 

Cette transformation peut etre effectuee en utilisant des methodes d§rivees de la transformation des 
protoplastes de B.subtilis selon (11) ou des cellules vegetatives de B.thuringiensis comme decrit dans (12). 

^introduction de plasmides recombinants par un syst^me de type conjugaison. peut etre realisee en 
utilisant B.thuringiensis comme souche hote et B.subtilis ou Streptococcus faecalis comme souches de 
type donneur, en operant seion (13) et (14). 

En variante. les sequences de nucleotides sont introduites dans des microorganismes vivant dans 
renvironnement ou en association avec les plantes et capables d exprimer des vecteurs recombinants 
renfermant ces sequences. L'introduction peut etre effectuee dans des micoorganismes teis que Pseudo- 
monas en operant selon le procede decrit dans (17). par I'intermediaire de vecteurs plasmidiques contenant 
ielransposon Tn5 et le g§ne de la toxine, ou Azospirillum ou Rhizobium par I'intermediaire de vecteurs 
suicides derives du plasmide RP4 et de plasmides mobilisateurs fonctionnels chez les bacteries gram 
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negatives (pRK20l3 par exemple) salon les precedes decrits dans (18). 

Les genes tronques sont seuls dans les souches de Bacilli , ou en variante sont associes a differents 
genes de 5-endotoxine ce qui permet d'obtenir des cristaux synthetises par ces souches specifiquement 
toxiques. vis-a-vis d'especes donnees de Noctuelles, ou toxiques a la fois vis-a-vIs des Noctuelles et 
5 d'insectes sensibles aux autres 5-endotoxines. Ces recombinaisons. effectuees in vitro ou in vivo avec les 
sequences nucleotidiques de I'invention et d'autres genes de 5-endotoxines presentant des specificites 
toxiques differentes. conduisent a la construction de nouveaux genes codant pour de nouvelles proteines 
toxiques hybrides presentant un large spectre activite vis-a-vis des insectes. Ces nouveaux genes et ces 
nouvelles proteines entrent egalement dans le cadre de I'inventton. 
JO Dans ces applications, les sequences nucleotidiques de I'invention peuvent etre transferees et expri- 
nnees dans des plantes sensibles a S.llttoralis afin de diminuer les ravages causes par ces insectes. 

Parmi les plantes a proteger. on citera : le coton, le trefle, la tomate et la luzerne. 

Le transfert du gene tronque dans des plants de coton. peut etre realise par transformation mettant en 
jeu des souches telles que Agrobacterium comme decrit dans (15). 
15 L'invention concerne en outre les cellules vegetales. les plantes et les graines renfernnant les 
sequences nucleotidiques definies ci-dessus. 

Les cellules vegetales selon l'invention sont des cellules dont le genome, apres transformation par un 
procedenon essentiellement biologique, possede de fagon stable une sequence de nucleotides capable 
d'exprimer un polypeptide toxique vis-a-vis de S.littoralis . telle que definie ci-dessus. L'invention concerne 
20 egalement les cellules vegetales issues de leur division. 

Les plantes selon l'invention sont des plantes transformees par un precede non essentiellement 
biologique, ayant en particulier pour predateur S.littoralis . dont le genome possede de fagon stable une 
sequence de nucleotides telle que definie ci-dessus, capable d'exprimer un polypeptide toxique vis-a-vis de 
S.littoralis. II s'agit aussi de plantes issues de leur reproduction, de leur multiplication ou de croisements 
25 hybrides. 

Selon un autre aspect, l'invention concerne des plantes ayant en particulier pour predateur S.littoralis . 
possedant en plus de leurs caracteres genotypiques et phenotypiques initiaux la propriete d'exprimer un 
polypeptide toxique de manier© preferentielle vis-a-vis de S.littoralis , cette propriete resultant de Tinsertion 
dans leur genome par manipulation genetique d'une sequence de nucleotides capable d'exprimer ledit 
30 polypeptide. 

L'invention vise en outre des graines capables de donner une plante telle que definie ci-dessus ou 
issues d'une telle plante. caracterisees en ce qu'elles ont integre dans leur genome, par manipulation 
genetique une sequence de nucleotide decrite plus haut. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apprailront dans la suite de la description et en se 
35 reportant aux exemples dans lesqueis : 

- la figure 1 represents la cart© de restriction des plasmides pHTA6 et pHTE6, 

- la figure 2, la cart© de restriction d'un g§n© d'une proteine de cristal de la souche aizawai 7.29 clone 
dans le plasmid© pHTA2 ©t deflnissant les fragments d'ADN qui sont utilises comm© sonde, 

- la figurff 3. present© I© fragment d© 6.6kb clone dans pHTA6 et le resultat d'un© hybridation effectuee 
40 entr© c© fragment ©t l©s sondes decrites dans la figure 2, 

- la figure 4. la cart© d© restriction du plasmid© pHT67l , ©t 

- la figure 5, l©s photographt©s d© t©sts d'immunodiffusion. 

Les ©xperiences d'hybridation realise©s pour la mis© ©n oeuvre de I'invention ont ete effectuees a 
42 'C pendant 24 h. dans un© solution contenant 5 x SSC. 30% d© formamid© et 1 Denhardt (7) en 
45 pr^senc© d© la sonde ADN marque© au ^sp. L©s filtres sont laves a 42'C. 20 mn, ©n utilisant successive- 
m©nt les solutions suivant©s : 5 x SSC dans 30% de formamid©. 5 x SSC, 2 x SSC. 1 x SSC ©t 0.5 x SCC 
avant sechage h temperature ambiante. 

EXEI^PLE I - Construction d'une sequence d'ADN de 3kb environ contenant un gene chimer© d'une toxin© 
50 insecticide 

Cette construction comprend : 

1/ ta preparation d© banques d© genes d© B.thuringiensis 

Z' la selection et ta caracterisatton des clones transformants r©nf©rmant l©s g§n©s d'un© protein© du 
55 cristal et des sequences nucleotidiques responsables de I'activite larvicide, 

3/ recombinaison in vitro d© c©s sequ©nc©s dans un v©ct©ur d© clonag© avec construction du plasmide 
pHT671. 

Ces differentes etapes sont realisees comm© suit : 
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1 Preparation de banques de genes de B. thuringiensis . 

L'ADN total des souches aizawai 7-29 et entomocidus 6-01 de Bacillus thuringiensis est purifie en 
utilisant la methode rapportee dans (i) et 50ag de chaque ADN purifie sont completement digeres avec 
5 Tenzyme de restriction Pstl . 

L'ADN digere par Pstl est ananlyse par electrophorese horizontale sur gel d'agarose a 0,8% et des 
fragments d'ADN d'une taille de 5 a 8 kb sont recuperes a partir des gels d'agarose. par etectroelution, de 
la maniere decrite dans (2). 

Les fragments d'ADN purifies de 5-8 kb de !a souche aizawai 7-29 sont ligatures a I'ADN du vecteur de 
JO clonage pUCl8 digere par Pstl selon (3). 

Les fragments d'ADN purifies de 5-8 kb de la souche entomocidus 6-01 sont ligatures a I'AON du 
vecteur de clonage pUC9 digere par Pstl. Les cellules de E.coli JM83 sont transformees avec le melange 
de ligature comme decrit dans (4). 

Les clones transfomants de E.coli sont selectionnes sur milieu LB contenant 100 ug.ml d'ampicilline. 

2: Isolement et caracterisation des clones transformants contenant les genes d'une proteine de cristal . 

A/ Criblage des cellules de E.coli transformees a I'aide d'un fragment interne d'un gene de la proteine 
du cristal marque au -^p. utilise comme sonde : 

20 Des clones transformants contenant des plasmides recombinants portant le gene du cristal sont 

detectes par hybridation sur colonies, suivant la methode decrite dans (5). utilisant comme sonde un 
fragment Pvull de 2 kb du plamide pBT 15-88 (EMBO J.. 1 : 791-799) correspondent a une partie interne 
du gene de la proteine du cristal. situe sur le chromosome de la souche berliner 1715. 
B/ Caracterisation des plasmides recombinants presents dans les clones qui reagissent avec la sonde ci- 

25 dessus. 

Deux plasmides recombinants. pHTA6 et pHTE6. isoles respectivement des banques de genes 
construites a partir des souches aizawai 7-29 et entomocidus 6-01. presentent une homologie avec cette 
sonde. Dans chaque cas, un fragment d'ADN d'environ 6,6 kb a ete clone. 

La carte de restriction des deux plasmides est donnee sur la figure 1 . La comparaison des sites de 
30 restriction montre que les deux fragments d'ADN clones semblent identiques. 

Afin de delimiter les sequences correspondant au gene de la 5-endotoxine. differents fragments d'ADN 
marques au ^^p, provenant d'un gene du cristal precedemment caracterise. et clone dans le plasmide 
recombinant pHTA2. sont utilises comme sondes. Ce dernier gene du cristal egalement originaire de la 
souche aizawai 7-29 code pour une proteine de 130 kd active contre P.brassicae mais pas centre 
35 S.littoralis. Ce type de g^ne possede la meme carte de restriction que le gene de la 6-endotoxine issu de la 
souche berliner 1715. Sur la figure 2. on a rapporte la carte de restriction de ce g^ne de la proteine du 
cristal de la souche de aizawai 7.29 clone dans le plasmide pHTA2. Les traits epais indiques au-dessus de 
la carte correspondent aux fragments utilises comme sondes d'hybridation. 

Les plasmides pHTA6 et pHTE6 sont hydrolyses par differentes endonucleases de restriction, analyses 
40 par electrophorese horizontale sur gel d'agarose h 0,8% et hybrides avec les differentes sondes. 

Le transfert de I'ADN sur des filtres de nitrocellulose est realise suivant la methode de SOUTHERN 
decrite dans (6). L'hybridation est conduite ^ 42-C pendant 24 heures dans une solution contenant : 5X 
SSC, 30% de formamide et un melange 1X Denhardt decrit dans (7) en presence d'une sonde d'ADN 
marquee au ^^P. Les filtres sont ensuite laves ^ 42*C pendant 20 minutes, en utilisant successivement les 
45 solutions suivantes : 5 SSC dans 50% de formamide. 5 SSC. 2 SSC. i SSC et 0.5 SSC avant d'etre seches 
h la temperature ambiante. 

Les resultats de ces experiences d'hybridation sont resumes sur la figure 3. II apparalt que chaque 
extremite des fragments d'ADN de 6,6 kb clones presente une homologie avec les sondes. Le fragment 
Pstl-Kpnl de 1.5 kb r^agissant avec la sonde n* 3 correspond k rextremite 3' d*un g§ne de la proteine du 
50 crTstaTpresent a la fois dans les souches aizawai 7-29 et entomocidus 6-01. Comme il est indique sur la 
figure 3. les sondes n • 1 et n • 2 correspondant k rextremite 5' du g§ne de la 5-endotoxine de pHTA2. 
s'hybrident avec le fragment Hindlli-Hincll de 1.1 kb contenu dans le plasmide pHTA6. La sonde n* 3 qui 
couvre I'extremite 3^ du g§ne de la 5-endotoxine de pHTA2, s'hybrlde avec le fragment Hindlll-PstI de 0.4kb 
contenu dans le plasmide pHTA6. II doit etre note qu'un faible signal d'hybridation est obtenu avec la sonde 
55 n* 2 alors que les deux autres sondes donnent des signaux facilement detectables. 

A partir de ces resultats, les inventeurs ont etabli que le fragment d'ADN Hind lll-Pstl de 3 kb 
correspond k une grande partie d'un g^ne de la 5-endotoxine qui commence pres du site Hindlll central. I! 
apparait dairement au vu des resultats des experiences d*hybridation que le g6ne de la 5-endotoxine 
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presente des differences substantielles avec ceux caracterises dans Tart anterieur. Sur la base de ces 
resultats il a ete decide de doner le fragment de 3 kb Hind lll-PstI dans le vecteur pUC9. 

3/ Construction du plasmide pHT 671 contenant un gene chinnere de la toxine insecticide reconstitue . 

5 

Le fragnnent d'ADN Hind lli- Hinc ll de 1.1 kb issu du plasnnide pHTE6 et le fragment d'ADN Hinc ll-PstI 
de i.9kb issu du plasmide pHTA6 sent purifies sur gels d'agarose. 

Des quantites egales des deux fragments d'ADN purifies et de I'ADN de pUC9 digere avec Hind lll et 
PstI sont melangees et ligaturees. Le melange de ligature est utilise pour transformer des cellules 
/o competentes de E.coli Jfvt83. puis les cellules transformees de E.coli sont selectionnees sur milieu LB 
contenant de Tampicilline. L'un des clones recombinants interessant examine contient un plasmide designe 
par pHT67l. dont la carte de restriction a ete determinee et est representee sur la figure 4. Ce plasmide 
(pHT67i) contient un fragment d'ADN de 3 kb insere dans le vecteur pUC9. Cette sequence d'ADN a la 
meme carte de restriction que les fragments Hind lll-PstI de 3 kb contenus dans les plasmides pHTA6 et 
rs pHTE6. mais correspond a une molecule d'ADN reconstituee construite par recombinaison in vitro a partir 
de sequences d*AON provenant des souches aizawai 7-29 d'une part et entomocidus 6-01 d'autre part. 

EXEMPLE It : Etude de la sequence nucleotidique de la region du promoteur et de la region codant pour la 
partie NHs terminate de la 6-endotoxine active centre les Noctuidae. 

Le fragment Hind lli- Hinc ll de pHT67l est sequence a conformement la methode decrite dans (8) en 
utilisant un systeme fvil3. Pour obtenir des fragments d'ADN clones se chevauchant partiellement qui 
seront utilises dans le sequengage de I'ADN. on a recours h la methode de sous-clonage par deletion dans 
Ml 3, developpee par DALE et al (9). 

La sequence de 940 nucleotides du fragment Hind lli- Hinc ll qui est d'une longueur d'environ 1 kilobase 
correspond a TenchaTnement I ci-dessus. 

L'analyse de cette sequence montre que la plus grande phase ouverte de lecture commence a la 
position 241 et qu'un site potentiel de liaison aux ribosomes GGAGG se trouve six paires de base en amont 
de ce codon ATG (position 230 a 235). La region localisee entre les nucleotides 137 et 177 (position -103 a 
-63 en amont du codon ATG) est fortement homologue a la region presente en amont du gene du cristal de 
la souche kurstaki HDl Dipel (BTK) sequencee par WONG et al (1983) et decrite dans (16} et dont les 
auteurs ont montre qu'elle contient trois promoteurs Btl, BtU. et Ec fonctionnels dans B.thuringiensis et 
E.coli respectivement. La comparaison entre les sequences en acides amines deduites des 750 premiers 
nucleotides des genes de BTK et pHT67l. montre que ces polypeptides presentent des differences 
significatives au niveau de la moitie N-terminale de la partie active issue de la protoxine (seulement 66% 
d'homologie stricte). II est important de noter que c'est la premiere fois qu'un gene de la 5-endotoxine isole 
a partir d'une souche active centre les lepidopteres code pour un polypeptide qui presente des differences 
substantielles dans cette region. En effet, ce domaine N-terminal apparail fortement conserve (plus de 97% 
d'homologie -stricte) parmi tous tes genes du cristal actifs sur lepidopteres qui ont ete sequences jusqu'a 
present. Par ailleurs, les inventeurs ont montre que le taux de variabilite est du meme ordre si Ton 
consid^re les sequences nucleotidiques de pHT67l et des autres genes de type lepidopteres. 

EXEMPLE III : Construction d'une sequence d'ADN de 2.7kb environ contenant un gene d'une toxine 
larvicide . 

Pour realiser cette construction on a utilise I'ADN de la souche aizawai 7.29 de B.thuringiensis jusqu'a 
I'etape de realisation du plasmide pHTA6 telle que decrite dans I'exemple I. 

Le fragment Hind lll-PstI d'environ 2,7kb obtenu h partir du plasmide pHTAB a ensuite ete sous-clone 
dans le vecteur pUC9. prealablement hydrotyse par les enzymes de restriction Hind lll-PstI, pour donner le 
plasmide pHT71. 

EXEMP LE IV : Etude de la sequence de nucleotides constituant le plasmide pHT71 codant pour un 
polypeptide toxique vis-^-vis des larves de lepidopteres de la famille des Noctuelles . 

Le fragment Hindlll-Pst-I de 2,7kb de pHTA6. qui a ete sous-clone dans pHT71 . a ete sequence par la 
technique de Sanger et al.(8) en utilisant le phage Ml3mpl9 et le systeme de sous-clonage par deletions 
developpe par Dale et al(9). Ce systeme permet d'obtenir des phages Ml 3 contenant une serie de 
fragments d'ADN se chevauchant partiellement et qui peuvent etre utilises pour le sequengage de I'ADN, 



25 



30 



35 



45 



50 



17 



EP 0 295 156 B1 



La sequence de nucleotides de ce fragment de 2,7kb qui correspond a I'enchaTnennent (III) donne ci- 
dessus. a ete deternninee sur les 2 brins d'ADN. exception faite des 212 derniers nucleotides (position 2500 
a 271 1) qui n'ont ete sequences que sur 1 seul brin. 

La sequence nucleotidique de ce fragment Hind -lll-PstI a une longueur de 2711 nucleotides. Ce 
5 fragment contient Te promoteur potentiel ainsi que la plus grande partie du gene de la 5-endotoxine active 
sur S.littoralis. 



EXEMPLE V : Etude de la toxicite specifique des clones recombinants de E.coli Jfvl83 (pHT67i) et JM83 
(pHT7l) contre S.littoralis. 

La toxicite des clones recombinants de E.coli JM83 contenant pHT87i et de E.coli JM83 contenant 
pHT7i a ete determinee par des tests biologiques sur des chenilles de I'espece P.brassicae et S.littoralis 
comme decrit par LECADET et MARTOURET dans (10). Les resultats ont ete compares avec la toxicite 
specifique des proteines de cristal natives et purifiees a partir des souches berliner 1715 et aizawai 7-29 
entomocidus 6.01 8 cereus 569 (contenant le plasmide pBT45. pAM^i) contre ies deux especes d'insec- 
tes. La toxicite specifique du clone recombinant et des souches de B.thuringiensis est exprimee en termes 
d' "indice de specificite" defini precedemment. 

Les resultats obtenus sont rapportes dans le tableau 1 ci-apres. 

Dans ce tableau, pour des souches de E.coli . la concentration 1 correspond a une culture bacterienne 
20 de 14 heures concentree 20 fois, desintegree par ultrasons ; pour les souches de B.thuringiensis la 
concentration est exprimee en ug de proteine cristal par al de preparation. L'activite toxique des 
preparations a ete testee par ingestion forcee sur des chenilles au cinquieme stade de developpement avec 
5 ul de preparation, ou par une technique d'ingestion libre en utilisant des larves au deuxieme stade de 
developpement. 

25 ' 

TABLEAU 1 



Toxicite comoaree d'un clone recombinant et de deux souches de B.thuringiensis vis-a-vis de S.littoralis et 

P.brassicae, 


Souches et 
plasmides 


S.littoralis 


P.brassicae 


Indice de specificite 
CL50 S.littoralis CL50 
P.brassicae 


CL50 2eme 
stade larvaire 


CL50 Seme 
stade larvaire 


CL50 56me stade larvaire 


JM83 (pUCl8) 


> 1 


> 1 


> 1 




JM83 (pHT674.) 


0.04 


0,13 


0.72 


0.2 


JM83 (pHTA2) 


> 1 


> 1 


0.03 


> 30 


JM83 (pHTA4) 


> 1 


> 1 


> 1 




JM83(pHT71) 


ND 


0.5 


> 1 


< 0.5 


berliner 1715 
cristaux natifs 


ND 


0,11 


0.007 


15.7 


aizawai 7.29 
cristaux natifs 


ND 


0.02 


0.04 


0.5 


entomocidus 601 
cristaux natifs 


NO 


0,028 


0.012 


2.3 


B.cereus 569 
{pBT45.pAM;31) 


ND 


0,38 


0.054 


7 



L'examen des valeurs de CL50 resumees dans ce tableau 1 montre que les extraits de proteine des 
clones recombinants J(V183 (pHT67l) et JfV183 (pHT71) sont pref^rentiellement toxiques contre S.littoralis , 
En second lieu une comparaison des valeurs de 1 indice de specificity montre que l'activite larvicide des 
clones recombinants est plus specifique k raison de 2.5 fois envers SJittoralis que les proteines du cristal 
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natives de la souche aizawai . Par ailleurs. les clones reconnbinants de JM83 (pHT67l) et JM83 (pHT7i) 
sont tres actifs centre un autre insecte de la fanaille des Noctutdae. Mamestra brassicae (pour le clone 
JM83 (pHT67l) par exennple. la valeur CL50 est de 0.02. en utilisant des larves du deuxienne stade de 
developpennent). 

Ces deux resultats nnontrent que le gene de la toxine larvicide construit et clone dans les plasnnides 
pHT67l et pHT7i code pour une proteine specifiquennent active contre S.littoralis . 

D'autres preparations obtenues a partir de clones reconnbinants contenant des plasmides portant des 
genes codant pour d'autres types de 5-endotoxines {pHTA2 et pHTA4) ne sont pas actives sur S.littoralis : 
on peut voir que le plasmide pHTA2 code pour une 5-endotoxine specifiquement active sur P. brassicae 
alors que le plasnnide pHTA4 code pour une 5-endotoxine dont I'insecte cible n'a pas encore ete identifie. 
On peut egalennent voir que les inclusions cristallines produites par une souche de Bacillus cereus qui a 
regu le plasmide pBT45, un des plasmides de la souche aizawai 7-29 qui porte aussi un gene de 5- 
endotoxine (le gene d'origine plasmidique de la souche aizawai 7-29), sont egalement specifiquement 
actives sur P.brassicae . 

Des resultats similaires sont obtenus en utilisant. a la place des extraits bacteriens bruts. des extraits 
proteiques solubles prepares a partir de differents clones recombinants de E.coli . 

Sur la base des valeurs de la CL50 rapportees dans le tableau ci-dessus et d'un poids individuel moyen 
de 41 mg par larve L5 (cinquieme stade larvaire) de S.littoralis . la valeur de la DL50 a ete estimee a 
2,4ug/gramme de larve pour les cristaux natifs de la souche aizawai 7-29. 

Sur ces memos bases et sur la base de facteurs d'equivalence permettant de passer de la masse 
bacterienne totale k la quantite de proteines specifiques (2% environ des proteines totales chez E.coli JM83 
(pHT67l). la DL50 correspondant a la toxine produite par I'expression chez E.coli JM83 du gene selon 
I'invention clone dans le plasmide pHT67l. a ete determinee et estimee a une valeur proche de 5.5 a 6 
ug/gramme de larve. 

Sur ces memes bases et apres determination de la CL50 d'extraits proteiques solubles prepares a 
partir de cultures broyees de E.coli JM83 (pHT67l), la valeur de la DL50 correspondant a ia toxine 
presente dans ces extraits a ete estimee a 4.15 ug/gramme de larve. 

Dans les deux cas et particulierement dans le cas des broyats de E.coli . les valeurs de DL50 calculees 
sont approximatives et superieures a celle des cristaux natifs. puisqu'il ne s'agit pas de toxine purifiee. 
Cependant ces donnees indiquent sans ambiguite que le gene exprime par pHT67i determine une 5- 
endotoxine presentant la specificite vis-^-vis de S.littoralis . En effet. le meme type d'estimation realise avec 
des extraits de E.coli JM83 (pHTA2) portant un gene de 5-endotoxine de specificite differente conduit a des 
valeurs 30 a 50 fois superieures de la OL50 des extraits solubles, vis-a-vis de S.littoralis (135 a 350 
ug/gramme de larve). 

Les donnees qui precedent permettront aisement h I'homme de I'art d'elaborer des compositions 
larvicides actives avec les proteines de I'invention. 

D'autres experiences de toxicite ont ete realisees en utilisant des larves au deuxieme stade larvaire de 
M.brassicae, S.frugiperda et S.littofalis . Les resultats obtenus, exprimes en termes de LC 50 comme defini 
pour le tableau 1, sont donnes dans le tableau 2. 
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II ressort de rexamen du tableau 2 que fes extraits bacteriens bruts du clone recombinant JM83 
(pHT671 ) sont toxiques vis-a-vis de M.brassicae et de S.littofalis (les valeurs de CL50 sent respectivement 
de 0.02 et 0.03) et faibtement toxiques vis-^-vis de S.frugiperda (CL50 de 0.5). 

Les extraits du clone recombinant E.coli JM83 (pHTA2) sont faibtement actifs a regard de S.frugiperda 
et de S.littoralis et pas du tout toxique a regard de M.brassicae . Les extraits du clone recombinant JM83 
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(pHTA4) ne sont pas toxiques vis-a-vis de M.brassicae et de S.littoralis et sont faiblement toxiques a I'egard 
de S.frugiperda . 

Ces resultats confirment la forte toxicite speciflque des proteines obtenues a partir de pHT7l et de 
pH67l a regard de S.littoralis et montrent que cette classe de proteine de cristal est aussi tres active a 
regard de M.brassicae . 

EXEMPLE VI : Etude de la specificite des polypeptides exprimes par les clones formes par introduction des 
plasnnides pHT671 et pHT7l dans E.coli . 

Cette etude a ete realisee grace a des tests d'immuno-diffusion. Les resultats sont rapportes sur la 
figure 5 (qui connprend les figures 5A et 5B). 

La mise en oeuvre de I'experience d'immunodiffusion a ete realisee conformement au protocole suivant 

Des extraits solubles de proteines de clones E.coli contenant les plasnnides pHT67l. pHTA4. pHTA2 ou 
pHT7l. pUCl8 ont ete places respectivement dans les puits n' 2. 3. 4, 5. 6. Un echantillon d'un cristal 
purifie solubilise de aizawai 7-29 a ete place dans le puits n • 1 afin de servir de controle positif. 

Dans le test rapporte sur la figure 5A un antiserum centre toutes les 5-endotoxines de aizawai 7-29, 
contenant des anticorps de lapin diriges centre les proteines du cristal solubilisees a ete utilise et place 
dans le puits central. 

Une ligne d'immunoprecipitation a ete observee dans tous les cas excepte dans le cas de I'extrait de 
E.coli contenant le vecteur plasmidique seul (puits n • 6). 

On a remarque que les lignes d'immunoprecipitation issues des puits n* 4 et n* 5 croisent. ce gui 
montre que les produits codes par les plasmides pHTA2 et pHT71 respectivement presentent des 
determinants anti-geniques differents. 

Dans le test rapporte sur la figure 5B. I'anti-serum utilise contenait.des anticorps polyclonaux de lapin 
centre les proteines du cristal de berliner 1715. 

Une ligne d'immunoprecipitation a ete observee avec les extraits de E.coli JM83 (pHTA4) (puits n ' 3) 
JM83 (pHTA2) (puits n* 4). En revanche les clones E.coli JM83 (pHT71) (puits n" 5) JIV)83 (pHT671) (puits 
n* 2) ou JM83 (pUC9) (puits n' 6) ne donnent pas d'immunoprecipitation. 

On peut en deduire que les genes du cristal isoles dans pHTA4 et pHTA2 expriment des polypeptides 
ayant des determinants antigeniques communs avec les proteines du cristal de berliner 1715. souche qui 
n'est pas specifiquement active vis-a-vis de S.littoralis . 

En revanche, les extraits bruts de E.coli contenant les plasmides pHT671 et pHT7l contiennent des 
polypeptides ayant des determinants antigeniques communs avec les proteines du cristal de la souche 
aizawai 7.29, qui ne sont pas lies sur le plan immunogene avec les proteines du cristal de la souche 
berliner 1715. 

Ces resultats confirment ceux donnes precedemment en rapport avec la specificite des genes isoles 
dans les plasmides pHT7l et pHT67l. 

Des essais de precipitation antigene-anticorps opt permis de determiner le niveau d'expression des 
genes de 5-endotoxine dans differents clones recombinants. 

Les resultats obtenus ont montre que la proteine du cristal represents entre 7 et 10% de proteines 
cellulaires totates de E.coli . JIV183 (pHTA2). entre 2 et 3% dans E.coli JM83 (pHT67l) et entre 0,5 et 1% 
dans E.coli JM83 (pHTA4) et E.coli , JM83 (pHT7l). 
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RevendicationS 

1. Sequence d'AON codant pour au moins une partie de la region N-terminaie d'un polypeptide toxique 
de mani^re specifique vis-^-vis de larves de lepidopt^res de la famille des Noctuelles. caracterisee en 
ce qu'elle contient un fragment d'AON d'environ 3 kb correspondant au fragment de restriction Hindlll - 
PstI provenant de B.thufingiensis souche aizawai 7.29. 

2. Sequence d'ADN selon la revendication 1. caracterisee en ce que le fragment de restriction Hindlll - 
PstI est capable d'hybrider avec tes sondes 1 , 2. 3 de pHTA2 rapportees sur la figure 2. 

3. Sequence d'ADN selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'elle comporte des sites dans 
rordre suivant : Hind lll - Hind i - Bglll - Kpnl - Hind lll - PstI. 

4. Sequence d'AON selon la revendication 1 . caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide capable 
de former un complexe immunologique avec des anticorps diriges contre des polypeptides k activite 
larvicide vis-a-vis de S. littoralis . 

5. Sequence d'ADN selon la revendication 1. caracterisee en ce qu'elle code pour polypeptide toxique de 
S.littoralis. 
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6. Sequence d'ADN codant pour un polypeptide toxique vis-a-vis de larves de lepidopteres de la famille 
des Noctuelles. caracterisee en ce qu'elle connprend un fragment d'ADN correspondant au fragment de 
restriction Hind lll • Hind i d'environ 1.1 kb provenant de B.thuringiensis souche entomocidus 6-01 
fusionne avec un fragment de restriction Hind i - PstI d'environ 1.9 kb provenant de B.thuringiensis 

5 souche' aizawai 729. 

7. Sequence d'ADN selon la revendication 6. caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide capable 
de former un complexe immunologtque avec des anticorps diriges centre des polypeptides a activite 
iarvicide vis-a-vis de S.littoralis . 

10 

8. Sequence de nucleotides caracterisee en ce qu'elle a la capacite d'hybrider avec une sonde formee a 
partir de la sequence (I) presentant I'enchaTnement suivant: 



15 




52 












































crc 


TAC 

112 


TTC 


ACA 


CCC 


CTA 


CCA 


ACA 


TAA 


T( 


:c 


CTC 


ki 


iT 


TTT 


AAA 


TAT 


CCC 


CCA 


TAT 


ATT 


ca: 




ATT 


TTA 


TAA 


AAT 


TTC 


TTA 


CCT 


TTT 


TTC 


T 


IT 


TTT 


T' 


rc 


ATA 


ACA 


TCT 


CTC 


ATA 


TCT 


ATT 


A A i 


20 


TCC 


TCC 

232 


T AA 


TCA 


AAA 


in 

A V. A 


V« 1 A 


TT 1 

1 W A 


A AC 


1 i 


I T 


CAC 


ki 




TTT 


CCT 


ACT 


TTA 


ATA 


AAA 


AAA 


cc: 




A CC 


T A T 

292 


TTT 

I I t 


AT/* 


C AC 


CAA 


AAT 


AAT 


CAA 


ki 


i T 


CAA 


T< 


:c 


ATA 


CCT 


TAC 


AAT 


TCT 


TTA 


ACT 


AA' 




r r T 


W A A 




CTA 


CTT 


TTC 


CAT 


CCA 


CAA 


CC 


;c 


ATA 


T( 


:a 


ACT 


CCT 


AAT 


TCA 


TCA 


ATT 


CAT 


ATT 


25 




352 












































TTT 
1 ^> 1 




TTl 


CTT 


^ T T 

CTT 


C AC 


T TT 


^ T r 

CTC 


\j Ik 


T C 


^T 


AAC 


T" 


'T 


CTA 


CCA 


CCC 


CCA 


CCA 


TTT 


TTA 


CTT 


30 


CCA 


TTA 

472 


ATA 


CAT 


TTT 


CTA 


TCC 


CCA 


ATA 


CI 


'T 


CCC 


CC 


:t 


TCT 


CAA 


TCC 


CAT 


CCA 


TTT 


CTA 


CTi 




CAA 


ATT 

532 


CAA 


CAA 


TTA 


ATT 


AAT 


CAA 


ACA 


Al 


'A 


CCT 


CJ 


ik 


TTT 


CCT 


ACC 


AAT 


CCT 


CCT 


ATT 


CCT 




AAT 


TTA 

592 


CAA 


CCA 


TTA 


CCA 


AAC 


AAT 


TTC 


Xi 


IT 


ATA 


TJ 


ij 


CTC 


CAA 


CCA 


TTT 


AAA 


CAA 


TCC 


CAl 


35 


CAA 


CAT 

652 


CCT 


AAT 


AAT 


CCA 


CAA 


ACC 


ACC 


AC 


:c 


ACA 


CI 


'k 


ATT 


CAT 


CCC 


TTT 


CCT 


ATA 


CTT 


CAT 




ccc 


CTA 

712 


CTT 


CAA 


ACC 


CAC 


ATT 


CCT 


TCC 


T1 


T 


CCA 


Al 




TCT 


CCA 


TTT 


CAA 


CTA 


CCC • 


CTT 


TTA 


40 


TCC 


CTT 


TAT 


OCT 


CAA 


CCC 


CCC 


AAT 


CTC 


CJ 


iT 


CTA 


CC 


:t 


ATA 


TTA 


ACA 


CAT. TCT 


CTA 


ATT 


TTT 






772 












































CCA 


CAA 

832 


ACA 


TCC 


CCA 


TTC 


ACA 


ACC 


ATA 


ki 


IT 


CTC 


ki 


iX 


CAA 


AAC 


TAT 


AAT 


ACA 


CTA 


ATT 


ACC 


45 


CAT 


ATT 


CAT 


CAA 


TAT 


CCT 


CAT 


CAC 


TCT 


CC 


:a 


AAT 


&( 


:c 


TAT 


AAT 


CCC 


CCA 


TTA 


AAT 


AAT 


TTA 




892 












































CCC 


AAA 

952 


TCT 


ACC 


TAT 


CAA 


CAT 


TCC 


ATA 


A( 


:a 


TAT 


Ai 


IT 


CCA 


TTA 


CCC 


ACA 


CAC 


TTA 


ACA 


TTC 




ACT 


CTA 


TTA 


CAT 


ATC 


CCC 


CCT 


TTC 


TTT 


CC 


:a 


*AC 


TJ 


it 


CAC 

















50 



cu k partir de la sequence (III) presentant I'enchaTnement suivant : 
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55 9. Sequence de nucleotides codant pour un polypeptide toxique de nnani^re specifique vis-^-vis des 
larves de lepidopt§res de la famille des Noctuelles, de preference vis-^-vis de SJittoratis. caracterisee 
en ce qu'elle comprend I'enchainennent (I) ou (111) defini h la revendication 8. 
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10. Sequence de nucleotides selon la revendication 8 ou 9. caracterisee en ce qu'elle presente un codon 
d*initiation ATG situe en position 241. 

11. Sequence selon I'une quelconque des revendications 8 a 10 caracterisee par un site de liaison- aux 
5 ribosoities GGAGG en positions 230 a 234. 

12. Sequence selon I'une des revendications 9 a 11. caracterisee en ce qu'elie comporte la sequence 
conaprise entre les nucleotides en position 137 et 177 (position -103 a -63 en amont du codon 
d'initiation ATG) qui est homologue a raison d'environ au moins 70% a la region presente en amont du 

10 gene du cristal de la souche kurstaki-HDl Dipel (BTK) qui contient les trois promoteurs Btl. BttI et Ec 
fonctionnels dans B.thuringiensis et E. coli respectivennent. 

13. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elte code pour un polypeptide comprenant la 
sequence {II) d'acides amines ci-apres: 

;5 

n£T GLU CLU ASfl ASN CLN ASN 
flta CLU ecu VAC LEU LEU ASP CLY CLU ARC 

20 

$ER LEU SER LEU VAL CLN PM£ LEU VAL SER 
CLY LEU ILE ASP PM£ VAL TRP CLY ILE VAL 
CLN ILE CLU CLN LEU ILE A5N CLU ARC ILE 
A$N LEU CLU CLT LEU CLY ASM ASN PME ASN 
30 CLU ASP PRO ASN ASN PRO CLU YHR ARC THR 
CLY LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PHg 
SER VAL TYR ALA CLN ALA ALA ASM LEU MIS 

35 

CLY CLU ARC TRP CLY LEU THR TMR ILE ASN 
MIS ILE ASP CLU TYR ALA ASP HIS CYS ALA 

40 

PRO LYS SER THR TYR CLN ASP TRP ILE THR 
THR VAL LEU ASf ILE ALA ALA PHE PHE PRO 

45 

ou caracterisee en 

ce qu'elie code pour un polypeptide comprenant la sequence (IV) d'acides amines ci-apres : 

50 
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CLN CYS 
ILE SER 
ASN PHE 
CLY PRO 
ALA CLU 
ILE TYR 
ARC VAL 
ARC ILE 
LEU ALA 
VAL ASN 
ASN THR 
TYR ASN 
ASN TYR 



ILE PRO 
THR CLY 
VAL PRO 
SER CLN 
PHE ALA 
VAL CLU 
ILE ASP 
SER CLY 
ILE LEU 
CLU ASN 
TYR ASH 
ARC LEU 
ASP 



TYR ASN 
ASH SER 
CLY CLY 
TRP ASP 
ARC ASN 
ALA PHE 
ARC PHE 
PHE CLU 
ARC ASP 
TfR ASM 
ARC CLT 
ARC ARC 



CYS LEU 
SER ILE 
CLY PHE 
ALA PHE 
ALA ALA 
LYS CLU 
ARC ILE 
VAL PRO 
SER VAL 
ARC LEU 
LEU ASN 
ASP LEU 



SER 

ASP iLt 
LEU VAl 
LEU VAl 
ILE ALi 
TRP CLl 
LEU ASf 
LEU LEI 
ILE PHE 
ILE ARC 
ASN LEU 
THR LEt 
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55 14. Vecteur recombinant d'expression et de clonage comportant au moins une partie de la sequence 
nucleotidique telle que definie dans Tune quelconque des revendications 1^13. 
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15. Plasmide selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il s'agit de pHT67i tel que represente sur la 
figure 4. ou de pHT71 comprenant un fragment d'ADN Hind lll - PstI constitue uniquennent d'ADN 
provenant de la souche aizawai 7-29 clone dans un vecteur pUC9 prealablennent hydrolyse avec !es 
enzymes Hind lll et Pst l. 

5 

16. Souches bacteriennes modifiees. caracterisees en ce qu'apres transformation elles comportent une 
sequence de nucleotides selon Tune des revendications 1 a 13. 

17. Souche bactertenne selon la revendication 16. caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un vecteur 
10 recombinant selon la revendication 14 ou 15. 

18. Polypeptide toxique vis-a-vis des larves de lepidopteres et de maniere preferentieHe vis-a-vis de 
S.littoralis. caracterise en ce qu'il est capable de former un complexe immunologique avec des 
anticorps diriges centre des polypeptides a activite larvicide vis-a-vis de S.littoralis repondant a la 

;5 sequence (tl) ou a la sequence (IV) d'acides amines. 

19. Polypeptide selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend la sequence (11) ou la sequence 
(iV) d'acides amines definies dans la revendication 13. 

20 20. Precede d*obtention d'une sequence nucleotidique selon la revendication 1 codant pour au moins une 
partie de la region N-terminale d'un polypeptide toxique de maniere specifique vis-a-vis de iarves de 
lepidopteres de la famille des Noctuelles. de preference vis-a-vis de S.littoralis . caracterise par les 
etapes suivantes : 

- la realisation d'une hybridation entre d'une part une sequence de nucleotides d'une souche de 
25 B.thuringiensis active centre S.littoralis et d'autre part, une ou plusieurs sequences de nucleotides 

utilisees comme sondes provenant de la partie 5* d'une part et de la partie 3' d'autre part, d'un 
fragment de restriction d'un gene d'une 5-endotoxine de B.thuringiensis souche aizawai 7-29. ces 
parties 5' et 3' codant respectivement pour la partie N-termina!e et pour la partie COOH-terminale 
d'un polypeptide de 130 kd toxique vis-a-vis des lepidopteres et en particulier actif centre 
30 P.brassicae et inactif centre S.littoralis , ce gene ayant ete clone dans le plasmide recombinant 

pHTA2 tel que represente sur la figure 2 

- I'iselement du fragment, 

- son clonage dans un vecteur, suivi de sa purification. 

35 21. Precede selon la revendication 20. caracterise en ce que le fragment recombine au vecteur dans 
I'etape de clonage est elabore h partir d'au moins une sequence de nucleotides issue d'au moins un 
vecteur recombinant contenant une sequence de nucleotides d'au moins une souche de 
B.thuringiensis . 

40 22. Precede selon la revendication 21, caracterise en ce que le fragment recombine au vecteur dans 
I'etape de clonage est elabore a partir de plusieurs sequences de nucleotides issues de vecteurs 
recombinants contenant des sequences de nucleotides d'au moins 2 souches differentes de 
B.thuringiensis . possedant les memes cartes de restriction et contenant elles-memes tout ou partie des 
sequences de nucleotides capables de coder pour un polypeptide actif de manifere preferentieHe vis-a- 

45 vis de S.littoralis . 

23. Precede selon la revendication 21. caracterise en ce que le fragment recombin^ au vecteur dans 
I'etape de clonage est elabore a partir d'un fragment de restriction Hind lll - Pstl provenant de la souche 
aizawai 7-29. 

50 

24. Precede selon la revendication 22, caracterise en ce que le fragment recombine au vecteur dans 
I'etape de clonage est elabore k partir d'un fragment de restriction Hindlll - Hind i provenant de la 
souche entomocidus 6-01 et d'un fragment de restriction Hind i - Pstl provenant de la souche aizawai 7- 
29. 

55 

25. Precede selon la revendication 20, caracterise en ce que le fragment de restriction recombine selon la 
revendication 23 est porte par un plasmide pHTA6 tel que represente sur la figure 1 et les fragments 
de restriction recombines selon la revendication 24, Hind lll - Hind i et Hind i - Pstl sent portes par les 
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plasmtdes recombinants respectifs pHTE6 et pHTA6. lesdits plasmides pHTA6 et pHTE6 tel que 
represente sur la figure i etant tels qu'isoles a I'aide d'une sonde constituee par un fragment Pvull de 
2kb du plasmide p8Tl5-88 correspondant a la partie interne d'un gene du cristal chromosomique de la 
souche berliner 1715. a partir de clones transformants renfermant des sequences nucleotidiques issues 
5 de souches B.Thuringiensts actives vis-a-vis de larves de lepidopteres inter-alia de S.littoralis . 

26. Composition larvicide a activite preferentielle vis-a-vis de S.littoralis . caracterisee en ce qu'elle 
renferme une quantite efficace de polypeptide tel que defini dans I'une quelconque des revendications 
18 et 19 exprime par les sequences nucleotidiques selon Tune des revendications 1 a 13. le vecteur 

10 selon la revendication 14, ou le plasmide selon la revendication 15. ou la souche bacterienne selon 
I'une quelconque des revendications 16 ou 17. 

27. Application des sequences de nucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 a 13 pour 
produire un polypeptide toxique vis-a-vis de lepidopteres. de preference S.littoralis . dans des microor- 

;5 ganismes capables d'exprimer des vecteurs recombinants renfermant ces sequences tels que E.coli . 
B.subtilis . B.cereus ou B.thuringiensls . 

28. Application selon la revendication 27. caracterisee en ce que les sequences de nucleotides sent 
introduites dans des microorganismes vivant dans I'environnement ou en association avec les plantes. 

20 tels que Pseudomonas, Azospirillum ou Rhizobium et capables d'exprimer des vecteurs recombinants 
renfermant ces sequences. 

29. Application selon la revendication 27 ou 28. caracterisee en ce que les sequences de nucleotides sont 
introduites dans des microorganismes en association avec differents genes de 5-endotoxine. 

25 

30. Application des sequences de nucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 a la 
transformation des plantes sensibles k S.littoralis . caracterisee en ce qu'elle comprend le transfert et 
I'expression de ces sequences dans ces plantes. 

30 31. Cellules vegetales dont le genome, apres transformation par un precede non essentiellement biologi- 
que. possede de fagon stable une sequence de nucleotides capable d'exprimer un polypeptide toxique 
vis-a-vis de S.littoralis . telle que definie dans Tune quelconque des revendications l a 13 et, cellules 
issues de leur division. 

35 32. Plantes ayant en particulier pour pr^dateur S.littoralis . transform^es par un precede non essentiellement 
biologique. dont le genome possfede de fagon stable une sequence de nucleotides, telle que definie 
dans I'une quelconque des revendications 1^13, capable d'exprimer un polypeptide toxique vis-a-vis 
de S.littoralis et, plantes issues de leur reproduction, de leur multiplication, ou de croisements hybrides. 

40 3a Plante ayant en particulier pour predateur S.littoralis . possedant en plus de leurs caracteres genotypi- 
ques et phenotypiques initiaux la propriete d'exprimer un polypeptide toxique repondant a la sequence 
d'acides amines definie ^ la revendication 13. de mani^re preferentielle vis-^-vis S.littoralis , cette 
propriete resultant de I'insertion dans son genome par manipulation genetique d'une sequence de 
nucleotides capable d'exprimer ledit polypeptide. 

45 

34. Graine capable de donner une plante selon ta revendication 32 ou 33 ou issue d'une telle plante, 
caracterisee en ce qu'elle a integre dans son genome, par manipulation genetique une sequence de 
nucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 2i 13. 

so Claims 

1. DNA sequence encoding at least a portion of the N-terminal region of a polypeptide specifically toxic 
against larvae of Lepidoptera of the Noctuidae family, characterized in that it contains a DNA fragment 
of about 3 kb corresponding to the Hindlll - PstI restriction fragment derived from B. thuringiensis strain 

55 aizawai 7-29. 

2. DNA sequence according to Claim 1. characterized in that the Hind lll - PstI restriction fragment is 
capable of hybridizing with probes l . 2. 3 of pHTA2 presented in Figure 2. 
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3. DNA sequence according to Claim t or 2. characterized in that it comprises sites in the following order: 
Hind lll - Hincll ■ Bglll - Kpnt - Hindlll - Pstl. 

4. DNA sequence according to Claim 1. characterized in that it encodes a polypeptide capable of forming 
5 an immunological complex with antibodies to polypeptides with larvicidal activity against S. littoralis . 

5. DNA sequence according to Claim 1. characterized in that it encodes a toxic polypeptide of S. littoralis . 

6. DNA sequence encoding a polypeptide which is toxic against larvae of Lepidoptera of the Noctuidae 
to family, characterized in that it comprises a DNA fragment corresponding to the Hind lll - Hinc ll 

restriction fragment of about 1.1 kb derived from B. thuringiensis strain entomocidus 6-01 fused with a 
Hincll - Pstl restriction fragment of about 1.9 kb derived from B. thuringiensis strain aizawai 729. 

7. DNA sequence according to Claim 6, characterized in that it encodes a polypeptide capable of forming 
15 an immunological complex with antibodies to polypeptides with larvicidal activity against S. littoralis . 

8. Nucleotide sequence characterized in that it is capable of hybridizing with a probe formed from the 
sequence (I) exhibiting the following configuration: 



20 



52 

CTC TAC TTC ACA CCC CTA CCA ACA TAA TCC CTC AAT TTT AAA TAT CCC CCA TAT ATT CAT 

112 

ATT TJ^ TAA AAT TTC TTA CCT TTT TTC TAT TTT TTC ATA ACA TCT CTC ATA TCT ATT AAA 

TCC TCC TAA TCA AAA ACA CTA TCA AAC TAT CAC AAC TTT CCT ACT TTA ATA AAA AAA CCC 

^ 232 

ACC TAT TTT ATC CAC CAA AAT AAT CAA AAT CAA TCC'ATA CCT TAC AAT TCT TTA ACT AAT 

292 

CCT CAA CAA CTA CTT TTC CAT CCA CAA CCC ATA TCA ACT CCT AAT TCA TCA ATT CAT ATT 

352 

TCT CTC TCA CTT CTT CAC TTT CTC CTA TCT AAC TTT CTA CCA CCC CCA CCA TTT TTA CTT 

412 

CCA TTA ATA CAT TTT CTA TCC CCA ATA CTT CCC CCT TCT CAA TCC CAT CCA TTT CTA CTA 

472 

35 

CAA ATT CAA CAA TTA ATT AAT CAA ACA ATA CCT CAA TTT CCT ACC AAT CCT CCT ATT CCT 

532 

AAT TTA CAA CCA TTA CCA AAC AAT TTC AAT ATA TAT CTC CAA CCA TTT' AAA CAA TCC CAA 

592 

40 CAA CAT CCT AAT AAT CCA CAA ACC ACC ACC ACA CTA ATT CAT CCC TTT CCT ATA CTT CAT 

652 

CCC CTA CTT CAA ACC CAC ATT CCT TCC TTT CCA ATT TCT CCA TTT CAA CTA CCCCTT TTA 
712 

TCC CTT TAT CCT CAA CCC CCC AAT CTC CAT CTA CCT ATA TTA ACA CAT TCT CTA ATT TTT 

45 

772 

CCA CAA ACA TCC CCA TTC ACA ACC ATA AAT CTC AAT CAA AAC TAT AAT ACA CTA ATT ACC 

832 

CAT ATT CAT CAA TAT CCT CAT CAC TCT CCA AAT ACC TAT AAT CCC CCA TTA AAT AAT TTA 

50 892 

CCC AAA TCT ACC TIT CAA CAT TCC ATA ACA TAT AAT CCA TTA CCC ACA CAC TTA ACA TTC 
952 

ACT CTA TTA CAT ATC CCC CCT TTC TTT CCA AAC TAT CAC 

55 

or from the sequence (III) exhibiting the following configuration: 
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55 9. Nucleotide sequence encoding a polypeptide specifically toxic against larvae of Lepidoptera of the 
Noctuidae family, preferentially against S. littoralis . characterized in that it comprises the configuration 
(I) or (III) defined in Claim 8. 
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10. Nucleotide sequence according to Claim 8 or 9. characterized in that it has an ATG initiation codon 
situated at position 241. 

11. Sequence according to any one of Claims 8 to lO. characterized by a ribosome binding site GGAGG at 
5 positions 230 to 234. 

12. Sequence according to one of Claims 9 to 11, characterized in that it comprises the sequence between 
the nucleotides at position 137 and 177 (position -103 to -63 upstream of the ATG initiation codon) 
which is homologous in an amount of about at least 70 % to the region present upstream of the crystal 

w gene of the kurstaki HDl Dipel (BTK) strain which contains the three promoters Btl, Btll and Ec which 
are functional in B. thuringiensis and E. coli respectively. 

13. Nucleotide sequence characterized in that it encodes a polypeptide comprising the following amino 
acid sequence (II): 

15 

A£T CUU CLU ASM ASN CLN ASN CLN CTS tLE flO TTt ASN CYS LEU SEI i Sn 

ftO CLO CLU VAU LEU LEU ASP CLT CLO ARC ILE $£* TMt CLT ASH SEft SCR ILE A$P ILE 

20 

$EI LEU $E» LEU VAL CLM PHE LEU VAL SER ASM PME VAL PRO CLT CLT CLT fME LEU TAt 

CLT LEU ILE ASP PM£ VAL TRP CLT ILE TAL CLT PRO SER CLN TRP ASP ALA PME LEU VAL 

CL« ILE CLU CLH LEU IL£ ASH CLU ARC ILC ALA CLU PME ALA ARC ASM ALA ALA ILE ALA 

ASM LEU CLU CLT LEU CLT ASM ASM PHC ASH IL£ TTR VAL CLU ALA PME LTS CLU TRP CLU 

30 CLU ASP PRO ASH ASM PRO CLU THR ARC TMR ARC VAL ILE ASP ARC PM£ ARC ILE LEU ASP 

CLT LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PME ARC ILE SER CLT PMC CLU VAC PRO LEU LEU 

SEI VAL TTR ALA CLN ALA ALA ASM LEU HIS LEU ALA ILE LEU ARC ASP SER VAL ILC PME 

35 

CLT CLU ARC TRP CLT LEU TMR TMR ILE ASM VAL ASM CLU ASH TfR ASM ARC LEU ILE AR& 

HIS ILE A$*P CLU TTR ALA ASP MIS CTS ALA ASM THR TTR ASM ARC CLT LEO ASH ASH L£U 

40 

PRO LTS SER TMR TTR CLN ASP TRP ILE TMR TTR ASH ARC LEU ARC AtC ASP LEU TMR LEU 

TMt VIC LEU ASP ILE ALA ALA PHE PM£ PtO ASM TTR ASP 

45 

or characterized in that it encodes a polypeptide comprising the following sequence (IV) of amino 
acids: 
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55 14. Recombinant expression and cloning vector containing at least part of the nucleotide sequence as 
defined in any one of Claims 1 to 13. 
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15. Plasmid according to Claim 14. characterized in that it is pHT671 as represented in Figure 4. or pHT7l 
comprising a HindHI - Psil DNA fragment consisting solely of DNA derived from the aizawai 7-29 strain, 
cloned into a vector pUC9 previously hydrolysed with the enzymes Hind i!! and Pst l. 

5 16. Modified bacterial strains, characterized in that after transformation, they contain a nucleotide sequence 
according to one of Claims 1 to 13. 

17. Bacterial strain according to Claim 16. characterized in that it contains at least one recombinant vector 
according to Claim 14 or 15. 

to 

18. Polypeptide toxic against the larvae of Lepidoptera and preferentially against S. littoralis . characterized 
in that it is capable of forming an immunological complex with antibodies to polypeptides with larvicidal 
activity against S. littoralis corresponding to the amino acid sequence (II) or (IV). 

;5 19. Polypeptide according to Claim 18. characterized in that it comprises the amino acid sequence (11) or 
(IV) defined in Claim 13. 

20. Process for the production of a nucleotide sequence according to Claim 1 encoding at least part of the 
N-terminal region of a polypeptide specifically toxic against larvae of Lepidoptera of the Noctuidae 

20 family, preferentially against S. littoralis . characterized by the following steps: 

- performing a hybridization between, on the one hand, a nucleotide sequence from a B. thuringien- 
sis strain active against S. littoralis and, on the other hand, one or more nucleotide sequences, 
used as probes, derived, on the one hand, from the 5' part and, on the other hand, from the 3' 
part of a restriction fragment of a B. thuringiensis strain aizawai 7-29 5-endotoxin gene, these 5' 

25 and 3' parts respectively encoding the NH2 -terminal part and the COOH-terminal part of a 130 kd 

polypeptide toxic against Lepidoptera. and in particular active against P. brassicae and inactive 
against S. littoralis, this gene having been cloned into the recombinant plasmid pHTA2. as 
represented in Figure 2, 

- isolating the fragment, 

30 • its cloning into a vector, followed by its purification. 

21. Process according to Claim 20, characterized in that the fragment recombined with the vector in the 
cloning step is prepared from at least one nucleotide sequence obtained from at least one recombinant 
vector containing a nucleotide sequence from at least one strain of B. thuringiensis . 

35 

22. Process according to Claim 21, characterized in that the fragment recombined with the vector in the 
cloning step is prepared from several nucleotide sequences obtained from recombinant vectors 
containing nucleotide sequences from at least 2 different strains of B. thuringiensis . possessing the 
same restriction maps and containing themselves all or part of the nucleotide sequences capable of 

40 encoding a polypeptide active preferentially against S. littoralis . 

23. Process according to Claim 21, characterized in that the fragment recombined with the vector in the 
cloning step is prepared from a Hind lll - Pstl restriction fragment derived from the aizawai 7-29 strain. 

45 24. Process according to Claim 22. characterized in that the fragment recombined with the vector in the 
cloning step is prepared from a Hind lll • Hind i restriction fragment derived from the entomocidus 6-01 
strain and from a Hincll - Pstl restriction fragment derived from the aizawai 7-29 strain. 

25. Process according to Claim 20. characterized in that the recombined restriction fragment according to 
50 Claim 23 is carried by a plasmid pHTA6 as represented in Figure 1 and the recombined restriction 
fragments according to Claim 24, Hindlll - Hincll and Hincll - Pstl, are carried by the respective 
recombinant plasmtds pHTE6 and pHTA6. the said plasmids pHTA6 and pHTE6 as represented in 
Figure 1 being as isolated with the aid of a probe consisting of a 2kb Pvull fragment of the plasmid 
pBTl5-88 corresponding to the inner portion of a chromosomal crystal gene from the berliner 1715 
55 strain, from transformant clones containing nucleotide sequences obtained from strains of B. thuringien- 
sis active against larvae of Lepidoptera. inter alia of S. littoralis . 
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26. Larvtcidal composition active preferentially against S. littoralis . characterized in that it contains an 
effective quantity of polypeptide as defined in one of Clainns 18 and 19 expressed by the nucleotide 
sequences according to one of Claims 1 to 13. the vector according to Claim 14, or the plasmid 
according to Claim 15 or the bacterial strain according to either one of Claims 16 and 17. 

5 

27. Application of the nucleotide sequences according to any one of Claims 1 to 13 for producing a 
polypeptide toxic against Lepidoptera. preferably S. littoralis . in microorganisms capable of expressing 
recombinant vectors containing these sequences such as E. coli . 8. subtilis . B. cereus or B. thuringien- 
sis . 

10 

28. Application according to Claim 27. characterized in that the nucleotide sequences are introduced into 
microorganisms living in the environment or in association with plants, such as Pseudomonas . 
Azospirillum or Rhizobium and capable of expressing recombinant vectors containing these sequences. 

15 29. Application according to Claim 27 or 28. characterized in that the nucleotide sequences are introduced 
into microrganisms in association with different 5-endotoxin genes. 

30. Application of the nucleotide sequences according to any one of Claims 1 to 13 to the transformation of 
S. littoralis-sensitive plants, characterized in that it comprises the transfer and expression of these 

20 sequences in these plants. 

31. Plant cells whose genome, after transformation by a non-essential biological process, stably possesses 
a nucleotide sequence capable of expressing a polypeptide toxic against S. littoralis . as defined in any 
one of Claims 1 to 13. and cells obtained from their division. 

25 

32. Plants having in particular as predator S. littoralis . which are transformed by a non-essentially biological 
process, whose genome stably possesses a nucleotide sequence as defined in any one of Claims i to 
13, capable of expressing a polypeptide toxic against S. littoralis and, plants obtained from their 
reproduction, from their multiplication or from hybrid crossings. 

30 

33. Plant having in particular as predator S. littoralis . possessing in addition to their original genotypic and 
phenotypic characters the property of expressing a polypeptide corresponding to the amino acid 
sequence defined in Claim 13. toxic preferentially against S. littoralis . this property resulting from the 
insertion into its genome, by genetic engineering, of a nucleotide sequence capable of expressing the 

35 said polypeptide. 

34. Seed capable of yielding a plant according to Claim 32 or 33 or obtained from such a plant, 
characterized in that it has, integrated into its genome, by genetic engineering, a nucleotide sequence 
according to- any one of Claims 1 to 13. 

40 

Patentansprtiche 

1. ONA-Sequenz. die fur mindestens einen Teil der N-terminalen Region eines Polypeptids kodiert. das in 
spezifischer Weise gegenuber Larven von Schmetterlingen der Familie der Nachtfalter toxisch ist. 

45 dadurch gekennzeichnet, daB 

sie ein DNA-Fragment von ca. 3 kb enthSIt, das dem Restriktionsfragment Hindlll-PstI entspricht. 
welches aus B. thuringiensis. Stamm aizawai 7-29. stammt. 

2. ONA-Sequenz gemaB Anspruch 1 , 
50 dadurch gekennzeichnet, daS 

das Restriktionsfragment Hindllt-Pstl dazu befahigt ist, mit den Sonden i. 2 und 3 von pHTA2 zu 
hybridisieren. welche auf Fig. 2 dargestellt sind. 

3. ONA-Sequenz gemafl Anspruch 1 Oder 2. 
55 dadurch gekennzeichnet, daS 

sie Stellen in der folgenden Reihenfolge enthMIt: 
Hindlll - Hindi - Bglll - Kpnl - Hrndlil - Pstl. 
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4. DNA-Sequenz gemafl Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

sie fur ein Polypeptid kodiert, das dazu befahigt ist. einen immunologischen Komplex mit Antikorpern 
zu bilden. die gegen Polypeptide mit larvizider Wirksamkeit gegenuber S.littoralis gerichtet sind. 
5 ' * 

5. DNA-Sequenz gemafi Ansrpuch 1. 
dadurch gekennzeichnet, daO 

sie fur ein von S. littoraiis toxisches Polypeptid kodiert. 

10 6. DNA-Sequenz. die fur ein Polypeptid kodiert. das gegenuber Larven von Schnnetterlingen der Fanntlie 
der Nachtfalter toxisch ist. 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

sie ein DNA-Fragment enthalt, das denn Restriktionsfragment Hindllt - Hindi von ca. i.i kb entspricht. 
welches aus B. thuringiensis. Stamm entomocidus 601. stannmt. welcher nnit einem Restriktionsfrag- 
15 ment Hincll-PstI von ca. 1.9 kb fusioniert ist. das wiederum aus B. thuringiensis. Stanam aizawai 7-29. 
stammt. 

7, DNA-Sequenz gema3 Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet dafi 

20 sie fur ein Polypeptid kodiert. das dazu befahigt ist. einen innmunoiogischen Konnplex mit Antikorpern 
zu bilden. die gegen Polypeptide mit larvizider Wirksamkeit gegenuber S. littoraiis gerichtet sind. 

8. Sequenz von Nukleotiden, 
dadurch gekennzeichnet, dal3 

25 sie die Befahigung besitzt. mit einer Sonde zu hybridisieren. die aus der Sequenz (1) gebildet ist. 
welche die folgende Kette aufweist; 
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35 Oder welche Sonde aus der Sequenz (III) gebildet ist, die die folgende Kette aufweist: 
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Sequenz von Nukleotiden. die fur ein Polypeptid kodiert, das in spezifischer Weise gegenuber Larven 
von Schmetterlingen der Familie der Nachtfalter, vorzugsweise gegenuber S. littoralis. toxisch ist. 
dadurch gekennzeichnet, daB 

sie die in Anspruch 8 definierte Kette (I) oder (lit) enthalt. 
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10. Sequenz von Nukleotiden gemafl Anspruch 8 Oder 9. 
dadurch gekennzeichnet, daB 
sie ein Initiationskodon ATG in Position 241 aufweist. 

5 11. Sequenrgennaf3 jedem der Anspruche 8 bis lO. 
gekennzeichnet durch 

eine Bindungsstelle an Ribosomen GGAGG in Positionen 230 bis 234. 

12. Sequenz gennafi einem der Anspruche 9 bis 11. 
JO dadurch gekennzeichnet, daQ 

sie die Sequenz von Nukleotiden von Position 137 bis 177 (Position- 103 bis -63 von oberhalb des 
Initiationskodons ATG) enthalt, welche beziiglich ungefahr mindestens 70% der Region honnoiog ist. 
die oberhalb des Kristallgens des Stammes kurstaki-HDl Dipel (BTK) vorliegt und die drei Promotoren 
Btl, Btll und Ec enthalt. die in B. thuringiensis bzw. E. coli funktionell sind. 

15 

13. Sequenz von Nukleotiden. 
dadurch gekennzeichnet, da0 

sie fur ein Polypeptid kodiert, das die Sequenz (II) der folgenden Anninosauren enthalt: 

20 ngx CLU CLU ASH ASM CLH ASH CLM CYS ILE fHO TYR ASH CYS LEU SER AS» 

fRO CLU CLU VAL LSU LEU ASP CLY CLU ARC ILE SER THR CLY ASM SER SER ILE A$f IL( 

25 SER LEU SER LEU VAL CLN PHE LEU VAt SER ASM PHE VAL PRO CLY CLY CLY PHE LEU VAL 

CLY LEU ILE ASP PHE VAL TRP CLY ILE VAL CLY PRO SER CLN TRP ASP ALA PHE LEU VAL 

CLN ILE CLU CLN LEU ILE ASN CLU ARC ILE ALA CLU PHE ALA ARC ASM ALA ALA ILE ALi 

30 

ASN LEU CLU CLY LEU CLY ASH ASN PHE ASM ILE TYR VAL CLU ALA PHE LYS CLU TRP CH. 

CLU ASP PRO ASN ASN PRO CLU THR ARC THR ARC VAL ILE ASP ARC PHE ARC ILE LEU ASF 

CLY LEU LEU CLU ARC ASP ILE PRO SER PH6 ARC ILE SER CLY PHE CLU VAL PRO LEU LEL 

SER VAL TYR ALA CLN ALA ALA ASN LEU HIS LEU ALA ILE LEU ARC ASP SER VAL ILE PHE 

^ CLY CLU ARC TRP CLY LEU THR THR ILE ASN VAL ASM CLU ASN TfR ASH ARC LEU ILE ARC 

HIS ILE ASP CLU TYR ALA ASP HIS CYS ALA ASN THR TYR ASN ARC CLY LEU ASN ASN L€U 

45 PRO LYS SER THR TYR CLH ASP TRP ILE THR TYR ASN ARC LEU ARC ARC ASP LEU THR LEU 

TMB VAL LEU ASP ILE ALA ALA PHE PH£ PaO ASH TYR ASP 

50 Oder dadurch gekennzeichnet da3 sie fur ein Polypeptid kodiert. das die Sequenz (IV) der folgenden 
Aminosauren enthalt: 
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55 14. Rekombinanter Expressions- und Klonierungsvektor. enthaltend mindestens einen Teil der in jedem der 
Anspruche 1 bis 13 definierten Nukleotidsequenz. 
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15. Plasmid gemafi Anspruch 14. 
dadurch gekennzeichnet, daG 

es sich um pHT67l, wie dargestellt auf Figur 4. Oder um pHT7l handelt. enthaltend ein DNA-Fragment 
Hindlll-PstI aus einzigiich ONA. die aus dem Stannm aizawai 7-29 stammt, der in einem Vektor pUC9 
5 kloniert ist. wefcher vorab mit den Enzymen Hindlll und PstI hydrolysiert ist. 

16. Modifizierte Bakterienstamme. 
dadurch gekennzeichnet daG 

sie nach Transformation eine Sequenz von Nukleotiden gemafl einem der Anspruche 1 bis 13 
10 enthalten. 

17. Bakterienstamm gemafi Anspruch 16. 
dadurch gekennzeichnet, daG 

er mindestens einen rekombinanten Vektor gemaG Anspruch 14 oder 15 enthalt. 

^5 

18. Polypeptid. das gegenuber Schmetterlingslarven und bevorzugt gegenuber S. littoralis toxisch ist. 
dadurch gekennzeichnet daG 

es dazu befahigt ist, einen immunologischen Komplex mit Antikorpern zu bilden. die gegen Polypeptide 
der Sequenz (II) Oder der Sequenz (IV) von Aminosauren mit larvizider Wirksamkeit gegenuber S. 
20 littoralis gerichtet sind. 

19. Polypeptid gemaG Anspruch 18. 
dadurch gekennzeichnet, daG 

es die Sequenz (II) oder die Sequenz (IV) der in Anspruch 13 definierten Aminosauren enthalt. 

25 

20. Verfahren zum Erhalt einer nukleotidischen Sequenz gemaG Anspruch 1. welche fur mindestens einen 
Teil der N-terminalen Region eines Polypeptids kodiert. das in spezlfischer Weise gegenuber Larven 
von Schmetterlingen der Familie der Nachtfalter. vorzugsweise gegenuber S. littoralis. toxisch ist, 
welches durch die folgenden Stufen gekennzeichnet ist: 

30 - man fuhrt eine Hybridisierung zwischen einerseits einer Sequenz von Nukleotiden eines gegen S. 

littoralis aktiven Stammes von 8. thuringiensis und andererseits einem oder mehreren Sequenzen 

von Nukleotiden durch, welche als Sonden eingesetzt sind. welche aus dem Teil 5' einerseits und 

dem Teil 3' andererseits eines Restriktionsfragments eines Gens eines 5-Endotoxins von B. 

thuringiensis, Stamm aizawai 7-29, stammen, wobei diese Teile 5' und 3' jeweils fur den N- 
35 termlnalen Teil und fOr den COOH-terminalen Teil eines Polypeptids von 130 kd kodieren, das 

gegenuber Schmetterlingen toxisch und insbesondere gegen P. brassicae wirksam und gegen S. 

littoralis unwirksam ist, wobei dieses Gen Im in Fig. 2 dargesteliten rekombinanten Plasmid 

pHTA2 kloniert worden ist, 
- man isoliert das Fragment und 
40 • kloniert es in einen Vektor, worauf seine Reinigung erfolgt. 

21. Verfahren gemaG Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet daG 

das in der Klonierungsstufe an den Vektor rekombinierte Fragment aus mindestens einer Sequenz von 
45 Nukleotiden elaboriert ist, die aus mindestens einem rekombinanten Vektor hervorgegangen ist. der 
eine Nukleotidsequenz mindestens eines Stammes von B. thuringiensis enthalt. 

22. Verfahren gemaG Anspruch 21. 
dadurch gekennzeichnet, daG 

50 das in der Klonierungsstufe mit dem Vektor rekombinierte Fragment aus mehreren Nukleotidsequenzen 
elaboriert ist. die aus rekombinanten Vektoren hervorgegangen sind. die Nukleotidsequenzen von 
mindestens 2 von B. thuringiensis verschiedenen Stammen enthalten, welche dieselben Restriktionskar- 
ten besitzen und ihrerseits eine ganze oder einen Teil der Nukleotidsequenzen enthalten. die dazu 
befahigt sind. fur ein Polypeptid zu kodieren, das vorzugsweise gegenuber S. littoralis aktiv ist. 

55 • 

23. Verfahren gemaG Anspruch 21. 
dadurch gekennzeichnet daG 

das in der Klonierungsstufe mit dem Vektor rekombinierte Fragment aus einem Restriktionsfragment 
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Hinlll-PstI etaboriert ist. welches aus dem Stamm aizawai 7-29 hervorgeht. 

24. Verfahren gemaG Anspruch 22. 
dadurch gekennzeichnet, daQ 

das in'der 'Klonierungsstufe an den Vektor rekombinierte Fragment aus einem Restriktionsfragment 
Hindlll-Hincit elaboriert ist, das aus dem Stamm entomocidus 601 und aus einem Restriktionsfragment 
Hindi - Pst( stammt. welches aus dem Stamm aizawai 7-29 hervorgeht. 

25. Verfahren gemaiS Anspruch 20. 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das gemaG Anspruch 23 rekombinierte Restriktionsfragment von einem in Fig. 1 dargestellten Plasmid 
pHTA6 und die gemaR Anspruch 24 rekombinierten Restriktionsfragmente Hindlll-Hincll und Hincll-PstI 
von den rekombinanten Plasmiden pHTE6 bzw. pHTA6 gehalten sind. wobei die in Fig. 1 dargestellten 
genannten Plasmide pHTA6 und pHTE6 so vorliegen. wie sie mittels einer Sonde aus einem Fragment 
Pvull von 2 kb des Plasmids pBTl5-88 isoliert sind. das dem inneren Teil eines chromosomischen 
Kristallgens des Stammes berliner 1715 entspricht. ausgehend von transformanten Klonen. die nukleoti- 
dische Sequenzen einschlieBen, welche aus Stammen B. thuringiensis hervorgegangen sind, die 
gegenuber Larven von Schmetterlingen u.a. von S. littoralis wirksam sind. 

26. Larvizide Zusammensetzung mit einer Wirksamkeit vorzugsweise gegenuber S. littoralis. 
dadurch gekennzeichnet, dal3 

sie eine wirksame Menge von in jedem der Anspruche 18 und 19 definierten Polypeptid enthalt. das 
durch die nukleotidischen Sequenzen gemafl einem der Anspruche 1 bis 13. durch den Vektor gema3 
Anspruch 14 Oder das Plasmid gemafl Anspruch 15 Oder den bakterielten Stamm gemafl jedem der 
Anspruche 16 Oder 17 exprimiert ist. 

27. Anwendung der Sequenzen von Nukleotiden gemal3 einem jeden der Anspruche 1 bis 1 3 zur 
Erzeugung eines Polypeptids, das gegenuber Schmetterlingen. vorzugsweise S. littoralis. toxisch ist. in 
Mikroorganismen, die dazu befahigt sind, rekombinante Vektoren zu exprimieren. welche diejenigen 
Sequenzen wIe E. coli. B. subtilis. B. cereus Oder B. thuringiensis aufweisen. 

28. Anwendung gemaG Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, daQ 

die Sequenzen von Nukleotiden in Mikroorganismen eingebracht sind. die im Umfeld Oder zusammen 
mit Pftanzen. wie Pseudomonas, Azospirillum Oder Rhtzobium, leben und dazu befahigt sind, diese 
Sequenzen aufweisende rekombinante Vektoren zu exprimieren. 

29. Anwendung gemaG Anspruch 27 Oder 28. 
dadurch gekennzeichnet, daG 

die Sequenzen von Nukleotiden in Mikroorganismen zusammen mit verschiedenen Genen von 5- 
Endotoxin eingebracht sind. 

30. Anwendung von Sequenzen von Nukleotiden gemaG einem jeden der Anspruche l bis 13 zur 
Transformation von gegenuber S. littoralis empftndlichen Pflanzen, 

dadurch gekennzeichnet, daO 

sie den Transfer und die Expression dieser Sequenzen in diesen Pflanzen umfaGt. 

31. Pflanzliche Zellen. deren Genom. nach Transformation durch ein nicht-wesentlich biologisches Verfah- 
ren. in stabiler Form eine Sequenz von Nukleotiden besitzt. die dazu befahigt ist. ein gegenuber S. 
littoralis toxisches, in jedem der Anspruche 1 bis 13 definiertes Polypeptid zu exprimieren. sowie aus 
deren Teilung hervorgegangene Zellen. 

32. Pftanzen, die S. littoralis insbesondere zum Rauber haben. welche durch ein nicht-wesentlich biologi- 
sches Verfahren transformiert sind. deren Genom in stabiler Form eine in einem jeden der Anspruche 1 
bis 13 definierte Sequenz von Nukleotiden besitzt, welche dazu befahigt ist. ein gegenuber S. littoralis 
toxisches Polypeptid zu exprimieren. sowie Pflanzen, die aus deren Reproduktion, Vervielfaltigung Oder 
Kreuzungshybriden hervorgegangen sind. 
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33. Pflanze, die S. littoralis insbesondere zum Rauber hat. welche zusatzlich zu ihren genotypischen und 
phanotypischen Anfangsmerkmalen die Eigenschaft besitzt. ein bevorzugt gegenuber S. littoralis 
toxisches Potypeptid gemafl der in Anspruch 13 definierten Sequenz von Aminosauren zu exprimieren. 
wobei diese Eigenschaft aus der in ihr Genom durch genetische Manipulation vorgenonnmenen 
Insertion "einer zur Exprimierung des genannten Polypeptids befahigten Sequenz von Nukleotiden 
resultiert. 

34. Korn, das dazu befahigt ist. eine Pflanze gemafi Anspruch 32 Oder 33 zu ergeben. oder welches aus 
einer solchen Pflanze hervorgegangen ist. 

dadurch gekennzeichnet daB 

es in seinenn Genonn durch genetische Manipulation eine Sequenz von Nukleotiden gemal3 einenn jeden 
der AnsprCiche 1 bis 13 integriert enthalt. 
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